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Beschreibung; ' 

Macherey, Nagel GmbH & Co. Handelsaesellschaf t , Valen- 
cienner Str. 11. p-52355 niir^n 

Trennvorricht una zur Behandlung von Biomoleklilen 

Die Erfindung betrifft eine Trennvorrichtung zur Behand- 
lung von Biomolekiilen, insbesondere zur Isolierung von 
Nukleinsauren, mit einer Trennsaule, die einen obenseiti- 
gen EinlaB und einen untenseitigen Auslafi aufweist und in 
der ein Trennmaterial angeordnet ist, sowie mit einem 
Auf fanggefa/3 zurri Auffangen der aus dem Auslafl austreten- 
den Flussigkeit, wobei die Trennsaule in das Auf f anggef aJ3 
eingesetzt und mit einem abnehmbaren Deckel verschlossen 
ist . 

Fur die Gewinnung diagnostischer Aussagen uber eventuell 
im KSrper vorhandene Erreger oder Uber die besondere ge- 
netische Disposition eines Menschen hat es sich als vor- 
teilhaft erwiesen, aus dessen Korperf lussigkeiten Nu- 
kleinsauren oder Proteine in reiner Form zu isolieren. 
Hierzu werden im Stand der Technik Trennvorrichtungen 
verwendet, wie sie beispielsweise aus der DE 38 43 610 
Al, WO 95/18851 und EP 0 940 676 A2 bekannt sind. Solche 
Trennvorrichtungen haben eine Trennsaule mit einem oben- 
seitigen EinlaJ3 zum Einfullen von Flussigkeit und einem 
untenseitigen Auslafl. In der Trennsaule ist Trennmateri- 
al, beispielsweise in Form einer aus organischen oder an- 
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organischen Mater ialien bestehenden Membran, fixiert. Die 
Trennsaule ist in ein Auf f anggef afl eingesetzt. 

Eine solche Trennvorrichtung ist zur Verwendung in einer 
Zentrifuge bestimmt. Die Zentrifuge dient dazu, den 
Durchflu/3 der liber den Einla/3 in die Trennsaule einge- 
fullten Fliissigkeit durch das Trennmaterial zu bewirken 
bzw. zu unterstiitzen und zu beschleunigen. Beim DurchfluB 
wird die Nukleinsaure an dem Trennmaterial - beispiels- 
weise einer Silikamembran - gebunden. in einem zweiten 
Schritt werden die Verunreinigungen ausgewaschen und in 
einem dritten Schritt die auf diese Weise gereinigte Nu- 
kleinsaure eluiert. Hinsichtlich der Verf ahrensweise kann 
auf die Beschreibung in der EP 0 940 676 Bezug genommen 
werden . 

Bei der Handhabung solcher Trennvorrichtungen steht eine 
erhebliche Konterminationsgef ahr fur die Umgebung und da- 
mit eine erhohte Inf ektionsgef ahr fur die Bearbeiter der 
Korper fliissigkeit, insbesondere wenn es sich um Blutpro- 
ben handelt. Deshalb wird die Trennsaule nach dem EinfUl- 
len der jeweiligen Flussigkeit vor dem Einsatz in der 
Zentrifuge mit einem Deckel moglichst f lussigkeitsdicht 
verschlossen. Dabei kann der Deckel auch das Auf f anggef a/3 
iibergreifen und mit dem Auf f anggef afi verschraubt sein 
(vgl. EP 0 940 676 A2 ) . 

Damit es beim Flussigkeitstransf er von der Trennsaule in 
das AuffanggefaB nicht zu einem Unterdruck in der Trenn- 
saule und einem Uberdruck in dem Auf f anggef afl kommt, sind 



die Trennsaule und/oder das Auf f anggef aJ3 im oberen Be- 
reich so ausgebildet, daB der Innenraum des Auf f anggef a- 
i3es Verbindung zur Auflenatmosphare hat, beispielsweise 
uber dort vorhandene Beluf tungsschlitze. Ohne einen sol- 
chen Druckausgleich kame es nach dem Ende des Flussig- 
keitstransfers zu einem plotzlichen Druckausgleich durch 
einen Luftflu/3 in entgegengesetzter Richtung durch die 
Trennmaterialschicht. Diese wurde aufgrund der dabei auf- 
tretenden Krafte zerstort. Die Aufreinigung konnte nicht 
erfolgreich beendet werden, und die Probe ware verloren. 

Es ist nun festgestellt worden, daB die Zentrifuge trotz 
des Verschlusses der Trennsaule durch den Deckel mit Kor- 
perflussigkeitsresten verunreinigt wird. Diese werden 
durch die Zentrif ugalbewegung als Aerosol durch die Luft- 
schlitze der Zentrifuge in den Laborraum verteilt und 
fuhren zur Kontamination der Umgebung und damit zu einer 
hohen Infektionsgef ahr . Erst nach langeren Untersuchungen 
kam man zu der Erkenntnis, da» nach dem Trennvorgang und 
dem Entleeren des Auf f anggef afies Reste der Korperf lussig- 
keit an den innenwanden des Auf f anggef aJ3es haften bleiben 
und dafi diese Reste nach dem erneuten Zusammenstecken von 
Trennsaule und Auf f anggef a/3 zum Zwecke der Reinigung mit- 
tels eines Waschpuf f ers durch den in dem zweiten Zentri- 
fugationsschritt erzeugten Uberdruck im unteren Teil des 
Auffanggefafles uber die Beluf tungsschlitze nach auflen ge- 
druckt werden und somit den Innenraum der Zentrifuge 
kontaminieren . 



Der Erf inching ■ liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine 
Trennvorrichtung der eingangs genannten Art so auszubil- 
den, daB einerseits eine Zerstorung des Trennmaterials 
nach AbschluB des Flussigkeitstransf ers vermieden wird, 
andererseits aber eine Kontamination der Umgebung durch 
aus dem AuffanggefaB ausgetriebene Fliissigkeit zuverlas- 
sig unterbunden wird. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB dadurch geldst, daB 
die Innenraurae von AuffanggefaB und Trennsaule zusatzlich 
zum Auslafl der Trennsaule eine Druckausgleichsverbindung 
haben. Grundgedanke der Erfindung ist es also, das oben 
genannte Problem durch einen internen Druckausgleich zu 
vermeiden, der schon wahrend des Flussigkeitstransf ers 
wirksam ist und auf diese Weise vermeidet, daB Reste von 
KorperflUssigkeit, die noch an den Innenwanden des Auf- 
fanggefaBes haften, aus diesem ausgetrieben werden und in 
die Umgebung gelangen. Es besteht somit aus diesem Grund 
keine Konterminations- und damit inf ektionsgef ahr mehr. 

In Ausbildung der Erfindung ist vorgesehen, daB das Auf- 
fanggefaB und die Trennsaule mit Hilfe des Deckels luft- 
und/oder f lussigkeitsdicht verschlossen bzw. verschlieB- 
bar ist. Durch den internen Druckausgleich ist ein sol- 
cher Verschlufl moglich, denn hierdurch wird vermieden, 
daB es zur Bildung eines Dif f erenzdrucks zwischen den In- 
nenraumen von Trennsaule und AuffanggefaB und damit zu 
der Gefahr kommt, daB ein plotzlicher Druckausgleich nach 
Beendigung des Flussigkeitstransf ers durch das Trennmate- 
rial hindurch entsteht und hierdurch das Trennmaterial 



zerstSrt wird oder der FlUssigkeitstransf er unvollstandig 
ist. Die so ausgebildete Trennvorrichtung ist beim Ein- 
satz in der Zentrifuge hermetisch geschlossen, so da/3 es 
unter keinen Umstanden zu einem Austritt von infektions- 
gefahrdenden FlUssigkeiten kommen kann. 

in weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, 
da/3 der Deckel auf das Auf f anggef a/3 in an sich bekannter 
Weise (vgl. EP 0 940 676) auf schraubbar bzw. aufge- 
schraubt ist und hierzu der Deckel hutformig ausgebildet 
und uber ein Gewinde auf die Au/3enseite des Auffanggefa- 
/3es aufgeschraubt ist. Er kann aber auch aufgesteckt und 
dann uber Raststege festgehalten sein. Dabei ist es 
zweckma/3ig, wenn die Trennsaule einen Randsteg aufweist, 
der uber den Deckel abdichtend auf das Auf f anggef a/3 ge- 
druckt wird. Der Randsteg ist vorteilhaf terweise am Ein- 
la/3 der Trennsaule angeformt und liegt dann auf dem obe- 
ren Rand des Auf f anggef a/3es auf. Es bietet sich dann an, 
da/3 der Randsteg zwischen Deckel und Auf f anggef a/3 einge- 
klemmt ist. 

Die Druckausgleichsverbindung ist vorteilhaf terweise als 
eine Durchgangsof f nung im oberen Bereich der Trennsaule 
ausgebildet, damit das zulassige Flussigkeitsniveau in 
der Trennsaule nach dem Einfullen nicht wesentlich einge- 
schrankt wird. Zu der Druckausgleichsverbindung sollte 
ein Druckausgleichskanal zwischen Trennsaule und Auffang- 
gefa/3 gehoren, der gegebenenf alls Verbindung zu der 
Durchgangsof f nung hat. Der Druckausgleichskanal kann eine 
vertikale Nut in der Innenseite des Auf f anggef a/3es 



und/oder der Auflenseite der Trennsaule aufweisen. Zweck- 
mafiig ist jedoch auch das Vorsehen eines Ringspaltes zwi- 
schen beiden, der ausreichend groB ist, urn einen standi- 
gen Druckausgleich zu ermoglichen. 

Nach der Erfindung ist schliefllich vorgesehen, da/3 das 
eingeschlossene Volumen des Auf f anggef afies unterhalb des 
unteren Endes des Auslasses der Trennsaule wenigstens 
1,5-mal, vorzugsweise zweimal so grofl ist wie das freie 
Volumen der Trennsaule unterhalb des Eintritts der Druck- 
ausgleichsverbindung in den Innenraum der Trennsaule. 
Aufgrund dieses Volumenverhaltnisses wird vermieden, da!3 
der Auslafi und/oder die Unterseite der Trennsaule rait der 
in das Auf f anggef afl austretenden Fliissigkeit benetzt wird 
und beim Herausnehmen der Trennsaule aus dem AuffanggefaB 
zu einer Kontarmination fuhrt. 

In der Zeichnung ist die Erfindung anhand eines Ausfuh- 
rungsbeispiels naher veranschaulicht. Sie zeigt im Verti- 
kalschnitt eine Trennvorrichtung 1 zur Behandlung von 
Biomolekulen. Die Trennvorrichtung 1 ist dreiteilig auf- 
gebaut. Sie besteht aus einer zylindrischen Trennsaule 2, 
einem ebenfalls zylindrischen Auf f anggef afi 3 und einem 
hutformigen Deckel 4. 

Die Trennsaule 2 ist nahezu vollstandig in das Auffangge- 
fai3 3 teleskopartig eingesetzt. Sie hat am oberen Rand 
einen nach au/Jen vorstehenden Ringsteg 5, der auf der 
oberen Stirnseite des Auf f anggef afles 3 aufliegt. Der Dek- 
kel 4 uberspannt sowohl die Trennsaule 2 als auch das 



Auf f anggef SB 3 und ist uber ein Gewinde 6 auf die AuBen- 
seite des Auf f anggef aBes 3 auf geschraubt . Dabei wird der 
Ringsteg 5 in diesem Zustand zwischen der Innenseite des 
Deckels 4 und der oberen Stirnseite des Auf f anggef aBes 3 
jeweils abdichtend verklemmt. 



Die Trennsaule 2 weist obenseitig einen EinlaB 7 und un- 
tenseitig einen tiillenf ormigen AuslaB 8 auf. Die Trenn- 
saule 2 weist im Bereich des Auslasses 8 einen ringfdrmi- 
gen Absatz 9 auf, auf der eine Silikamembran 10 aufliegt 
und abgestutzt wird. 



Die zylindrische AuBenseite der Trennsaule 2 und die In- 
nenseite des Auf f anggef aBes 3 haben Abstand zu einander, 
so daB zwischen ihnen ein Ringspalt 11 vorhanden ist. 
Durch hier nicht naher dargestellte Distanzvorsprunge 
kann sichergestellt werden, da/3 der Ringspalt 11 uber den 
gesamten Umfang die gleiche Breite hat. Im oberen Bereich 
weist die Trennsaule 2 eine Durchgangsdf fnung 12 auf, die 
mit dem Ringspalt 11 eine Druckausgleichsverbindung zwi- 
schen dem innenraum der Trennsaule 2 und dem unteren Be- 
reich des Innenraums des Auf f anggef aBes 3 herstellt. Auf 
diese Weise wird das Entstehen von Druckdif f erenzen zwi- 
schen beiden Innenraumen insbesondere in der Zentrifuge 
vermieden . 



zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer Korperf lussig- 
keit wie Blut wird der Deckel 4 abgenommen, die Korper- 
fliissigkeit liber den EinlaB 7 in die Trennsaule 2 einpip- 
petiert und dann der Deckel 4 wieder auf geschraubt . Dann 



8 



wird die Trennvorrichtung 1 als Ganzes in eine Zentrifuge 
so eingesetzt, da/3 auf die Trennvorrichtung 1 eine in 
Langsrichtung auf den Boden des Auf f anggef a/3es 3 gerich- 
tete Zentrifugalkraft einwirkt. Hierdurch wird der Trans- 
fer der Flussigkeitsprobe durch die Silikamembran 10 be- 
wirkt. Dabei wird die Nukleinsaure an der Silikamembran 
10 gebunden. Die Fliissigkeit tritt dann uber den Ausla/3 8 
in den Innenraum des Auf f anggef a/3es 3 ein und sammelt 
sich dort am Boden. Wahrend dieses Vorgangs findet stan- 
dig ein Druckausgleich zwischen den Innenraumen von 
Trennsaule 2 und Auf f anggef a/3 3 liber den Ringspalt 11 und 
die Durchgangsoffnung 12 statt, so da/3 es nach Beendigung 
des FlUssigkeitstransfers nicht zu einem plotzlichen 
Druckausgleich iiber den Ausla/3 8 kommt. 

Nach dem ersten Zentrifugationsschritt wird der Deckel 4 
wieder geoffnet. Es besteht nun die Moglichkeit, die 
Trennsaule 2 herauszunehmen und das Auf f anggef a/3 3 zu 
entleeren. Sofern noch ausreichend Raum zwischen dem 
Flussigkeitsspiegel im Auf f anggef a/3 3 und dem AuslaB 8 
der Trennsaule 2 besteht, kann darauf verzichtet werden. 
Es wird dann ein Waschpuffer in die Trennsaule 2 einge- 
fullt und die Trennvorrichtung 1 durch Aufsetzen des Dek- 
kels 4 wieder verschlossen. Die Trennvorrichtung 1 wird 
dann einem weiteren Zentrifugationsschritt unterworfen, 
bei dem der Waschpuffer durch die Silikamembran 10 ge- 
trieben wird und dabei die Verunreinigungen mitnimmt. 
Auch hier kommt es wieder zu einem internen Druckaus- 
gleich zwischen den Innenraumen von Trennsaule 2 und Auf- 
f anggef a/3 3 mit der Folge, da/3 in dem Auf f anggef a/3 3 kein 



Uberdruck entsteht, der nach Abschlu/3 des FlUssig- 
keitstransfers die Silikamembran 10 zerstoren oder bei 
Undichtigkeit des Deckels 4 in die AuBenatmosphare gelan- 
gen konnte. 

Nach AbschluB des Waschvorgangs - er kann mehrstufig er- 
folgen - wird der Deckel 4 abgenommen, die Trennsaule 2 
aus dem Auf f anggef aJ3 3 entfernt und das Auf f anggef a/3 3 
entleert. Das Auf f anggef aJ3 3 wird dann entweder gereinigt 
oder durch ein neues Auf f anggef a/3 ersetzt. Dann wird die 
Trennsaule 2 wieder in das Auf f anggef a/3 3 eingesetzt. In 
die Trennsaule 2 wird ein Elutionspuf fer eingefullt, und 
nach VerschluB durch den Deckel 4 wird die Trennvorrich- 
tung 1 einem erneuten Zentrif ugationsschritt unterworfen. 
Hierbei wird die Nukleinsaure aus der Silikamembran 10 
eluiert und in dem Auf f anggef SJ3 3 gesammelt. Sie steht 
dann fiir weitere Analysen zur Verfiigung. 



Anspruche; 



Macherey, Nagel GmbH & C o. Handelsaesellschaf t . Valen- 
cienner Str. 11. D-5235S ntt^n 



Trennvorrichtu ng zur Behandlunq von Biomolekulen 

1 . Trennvorrichtung ( 1 ) zur Behandlung von Biomoleku- 
len, insbesondere zur Isolierung von Nukleinsauren, 
mit einer Trennsaule (2), die einen obenseitigen 
Einlafl (7) und einen untenseitigen Auslafl (8) auf- 
weist und in der ein Trennmaterial (10) angeordnet 
ist, sowie mit einem Auf f anggef afi (3) zum Auffangen 
der aus dem Auslafi (8) austretenden Flussigkeit, wo- 
bei die Trennsaule (2) in das Auf f anggef a!3 (3) ein- 
gesetzt und mit einem abnehmbaren Deckel (4) ver- 
schlossen ist, dadurch gekennzeichnet, daB die In- 
nenraume von Auf f anggef afl (3) und Trennsaule (2) zu- 
satzlich zum AuslaJJ (8) der Trennsaule (2) eine 
Druckausgleichsverbindung (11, 12) haben. 

2. Trennvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Auf f anggef afl (3) und Trennsaule (2) 
liber den Deckel (4) luft- und/oder f lussigkeitsdicht 
verschlossen bzw. verschlieBbar sind. 



Trennvorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Deckel (4) auf das Auf anggef a/3 
(3) auf geschraubt bzw. auf schraubbar oder aufge- 
steckt oder aufsteckbar ist. 

Trennvorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der Deckel (4) hutformig ausgebildet 
und uber ein Gewinde (6) auf die Auflenseite des Auf- 
f anggef aJ3es (3) auf geschraubt bzw. auf schraubbar 
ist. 

Trennvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Trennsaule (2) einen 
Randsteg (5) aufweist, der iiber den Deckel (4) ab- 
dichtend auf das Auf f anggef aJ3 (3) gedriickt ist. 

Trennvorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der Randsteg (5) am Einlafl (7) ange- 
formt ist. 

Trennvorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der Randsteg (5) auf dem oberen Rand 
des Auf f anggef afles (3) aufliegt. 

Trennvorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 der Randsteg (5) zwi- 
schen Deckel (4) und Auf f anggef a/3 (3) eingeklemmt 
ist. 



Trennvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Druckausgleichsver- 
bindung eine Durchgangsof f nung (12) im oberen Be- 
reich der Trennsaule (2) aufweist. 

Trennvorrichtung nach einem der AnsprUche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dafl zu der Druckausgleichs- 
verbindung ein Druckausgleichskanal (11) zwischen 
Trennsaule (2) und Auf f anggef afl (3) gehort. 

Trennvorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der Druckausgleichskanal (10) als 
Ringspalt (11) ausgebildet ist. 

Trennvorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das eingeschlossene Vo- 
lumen des Auf f anggef afles (3) unterhalb des unteren 
Endes des Aus lasses (8) der Trennsaule (2) wenig- 
stens 1,5-mal so grofl ist wie das freie Volumen der 
Trennsaule (2) unterhalb des Eintritts der Druckaus- 
gleichsverbindung (11, 12) in dem Innenraum der 
Trennsaule (2 ) . 



